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Beschreibung 

Die Erf indung betrifft einen Trockehextrakt aus dem Kraut von Hypericum perforatum L (Johanniskraut). in dem die 
stark photoserisibiiisierenden Verbindungen des Naphthodianthron-Typs selektiv abgereichert bder ganz eliminiert 
wurden. Die Erf indung betrifft ferner Verfahren zur Herstellung des Trockenextrakts und seine Verwendung ais Arznei- 
mittel. 

Johanniskraut wird schon lange ats Arzneidroge verwendet Seit neuerem wird die Droge auch aJs Sedativum und 
Anxioiytikum sowie zur Behandlung depressiver Verstimmungen verwendet. Therapeutisch eingesetzt werden in der 
Regei waBrig-ethanofische Extrakte aus Johanniskraut und dlige Zubereitungen. 

Bisher wurden aus Johanniskraut folgende Inhaftsstoffe bzw. Inhaftsstoffgruppen isoliert: Atherische Ole (0,1 % - 
0,3 %), Catechin-Gerbstoffe (ca. 10 %), Flavone und Xanthone (2 % - 4 %), Naphthodianthrone (Hypericine) (0,1 %) 
sowie Pf lanzensauren. Daruber hinaus enthaiten die Frischpf lanze und schnell und schonend getrocknetes Johannis- 
kraut Hyperforin (1,0 - 1,4 %) und in geringerem MaBe Adhyperforin. Hyperforin besitzt ausgeprSgte antibiotische 
Eigenschaften und scheint an der sedierenden Wirkung des Johanniskrauts beteiiigt zu sein (vgl. P. Maisenbacher, 
"Untersuchungen zur Anaiytik von JohanniskrautcT, Dissertation University Tubingen 1991). Das Vorkommen von 
Anthrachinonen im Johanniskraut ist dagegen nicht bewiesen. 

Hypericin, Hyperforin und Adhyperforin besitzen die folgenden Strukturformeln: 



Hypericin 



HO 
Ho 



HO O OH 
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Das Bundesgesundheitsamt fflhrt eine positive Monographie "Hyperici herba". die neben der Erwahnuna der seda- 

mng durch Johanmskraut h>nweist Diese ist zwar bisher hauptsachlich fur Weidetiere (z.B Rinder Schafe PfeSe) 
beschneben. wobe, die Nebenwirkung nicht selten tOdlich veriaufen ist. Einzelne Falle. a .erdin g rohn^ 
gang wurden auch bam Menschen beschrieben (Hausen. B.. Allergiepflanzen - Pflar*ena«e%enr^ 
Atlas der aHerg,e.nduzierenden Wild- und Kulturpflanzen. ecomed, Landsberg-MOnchen isi) 

Jahrzehnte ang wurden Hypericin und seine Derivate als Hauptwirkstoff von Hypericum perforatum anaesehen Es 

Hoppe-SeylersZ.phys.oi. Chem. 73. 371 (1911)); (H. Brockmann. M.N. Haschad. K. Maierund F. Pohl. Naturwissen: 



3 



EP 0 599 307 B1 



schaften 27, 550 (1939)); (N. Pace und G. Machinney. J. Am. Chem. Soc. 63, 2570 (1941)). Der Arbeitsgruppe von 
Brockmann gelang 1950 / 51 der endgultige Strukturbeweis und die Totalsynthese von Hypericin. 

Die Herstellung angereicherter Extrakte wurde ebenfalls mrt der Zielsetzung betrieben, eine Anreicherung des 
Hypericins zu erreichen (DE-PS 1 569 849). Niesel und Schilcher beschreiben Methoden zur Anreicherung von Extrak- 
ten aus Hypericum perforatum mit dem Zie!, zu einem hohen Anteil von Hypericin zu kommen (Arch. Pharm 323 755 
(1990)). ' ' 

In Gbereinstimmung mit diesen wissenschaftlichen Ergebnissen hat die Kommission E des Bundesgesundheits- 
amtes eine Monographie erstellt (Bundesanzeiger Nr. 228 vom 05.12.84), in der die Menge an Gesamt-Hypericin 
(Hypericin und Pseudohypericin), namlich 0,2 mg bis 1 mg, als Basis fur die Ermittiung der Tagesdosis bei Zubereitun- 
gen aus Hypericum gewahlt wird. Dies weicht von vergleichbaren Monographien ab, bei denen in der Regel allein die 
Menge an Droge Basis fur die einzusetzende Menge an Zubereitung ist Dies zeigt daB dem Inhaitsstoff Hypericin bei 
den Anwendungsgebieten psychovegetative St<5rungen. depressive Verstimmungszustande, Angst und nervose 
Unruhe die alleinige Ursache fur die Wirksamkeit hypericumhaitiger Zuberertungen zugemessen wurde. Dies wird auch 
noch in der neueren Literatur bestatigt (R. Hansel, Phytopharmaka, Springer Verlag S. 260); (S. Niesel. H. Schilcher 
Arch. Pharm. 323, 755 (1990)); (Literatursammiung Hypericum perforatum, M. Wichtl, 1983, S. 8). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen Johanniskraut-Trockenextrakt bereitzustellen, der mGglichst wenig 
Hypericin oder ahnliche photosensibilisierende Verbindungen enthait, aber dennoch die bisher dem Hypericin zuge- 
schriebene Wirksamkeit besitzt. sowie Verfahren zu seiner Herstellung, die m<5glichst einfach und ohne groBen appa- 
rativen Aufwand durchfuhrbar sein sollen und mit denen es gelingt. Hypericine sehr stark abzureichern, aber 
erwunschte Komponenten wie Hyperforin und Adhyperforin, die kein photosensibilisierendes Potential aufweisen, in 
demselben Extrakt anzureichern. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch den Trockenextrakt gemaB einem der Patentanspruche 1 - 4, die Ver- 
fahren gemaB den Patentanspruchen 8 - 16 sowie durch die Verwendung des Extrakts als Arzneimittel gel6st. 

Der Erfindung liegt die Qberraschende Erkenntnis zugrunde, daB sich ein hypericinfreier oder hypericinarmer, 
gleichzeitig an Gesamt- Hyperforin (Hyperforin und Adhyperforin) angereicherter Extrakt aus Hypericum perforatum 
sowohl aus einer alkoholischen PrimarextraktlCsung durch einfaches Ausruhren mit Polyvinylpyrroiidon oder Aktivkohle 
als auch s£ulenchromatographisch ohne besonderen Trennaufwand herstellen last wenn ein Dioxan-Wasser-Gemisch 
als El u ens verwendet wird. 

Die erfindungsgemaB hergestellten Extrakte und die daraus gewonnenen pharmazeutischen Zubereitungen haben 
den groBen Vorteil, frei von den fur Hypericin beschriebenen Nebenwirkungen zu sein, gleichzeitig aber die bisher 
offenbar irrtumiich dem Hypericin zugeschriebene voile Wirksamkeit als Psychovegetativa und Antidepressiva zu besit- 
zen. 

WShrend handelsObiiche PrSparate Extrakte mit einem Gehalt von 0,12 % - 0.64 % Gesamthypericin (Angaben 
entsprechend Roter Liste 1992) enthalten, sind bevorzugte AusfQhrungsformen des erfindungsgemaBen Trockenex- 
traktes durch einen Gesamthypericingehait von weniger als 0,1 Gew.-%, besonders bevorzugt von weniger als 0,03 
Gew.-% oder von Null, sowie durch einen erhOhten Gesamt-Hyperforingehalt, weicher je nach Ausgangsdroge minde- 
stens 5, vorzugsweise mindestens 10 Gew.-% betrSgt, gekennzeichnet. 

Der erfindungsgemaBe Trockenextrakt wird vorzugsweise zur Herstellung psychovegetativ und antidepressiv wirk- 
samer Arzneimittel verwendet, die sowohl in der Human- als auch in der VeterinSrmedizin eingesetzt werden kSnnen. 
Gegenstand der Erfindung sind somit auch psychovegetativ und antidepressiv wirksame Arzneimittel, die einen 
erfindungsgemaBen Trockenextrakt enthalten, gegebenenfalis zusammen mit ublichen, pharmakologisch vertragiichen 
Hilfs- und Zusatzstoffen. Diese Arzneimittel kOnnen in Form von Tabletten, Dragees, Hart- und Weichgeiatine-Kapsein, . 
in gelOster Form als Tropfen etc. vorliegen. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB erfindungsgemaBe Extrakte, in denen Hyperforin und Adhyperforin 
besonders hoch angereichert warea eine stark serotonin-antagonistische Wirksamkeit aufweisen. ErfindungsgemaBe 
Extrakte mit hohem Gesamt-Hyperforingehalt werden deshalb mit besonderem Vorteil als Arzneimittel mit serotonin- 
antagonistischer Wirksamkeit verwendet, gegebenenfalis zusammen mit ublichen, pharmakologisch vertragiichen 
Hilfs- und Zusatzstoffen. 

Bei einer bevorzugten AusfQhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Herstellung des Trockenextraktes 
wird ein alkoholischer oder waBrig-alkoholischer Gesamtextrakt (Primarextrakt) von einer frischen oder schonend 
getrockneten Johanniskraut-Droge direkt nach dem Abfiltrieren des Drogenruckstands ohne Zwischentrocknung mit 
Polyvinylpyrroiidon (PVP) oder Aktivkohle versetzt ausgerOhrt und anschlieBend durch Filtration von PVP oder Aktiv- 
kohle abgetrennt und getrocknet. Es hat sich dabei uberraschenderweise gezeigt daB die Hypericine sehr stark an 
PVP oder Aktivkohle adsorbiert werden. Vorzugsweise setzt man dem flussigen Primarextrakt 30 bis 200 % PVP oder 
5 bis 50 % Aktivkohle zu. jeweils bezogen auf die Masse des Trockenextrakts. 

Bei einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens zur Herstellung des Trocken- 
extrakts wird ein waSrig-ethanolischer Gesamtextrakt (Primarextrakt) von Johanniskraut-Droge in einem Dioxan-Was- 
ser-Gemisch, vorzugsweise im Volumenverhaitnis 7 : 3. geldst und uber handelsubiichen Polysaccharid ais 
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hands 7 : 3. als teste StManzm 3 SaZjSm nf= R, 1 « - " m ? s " eise *«•»■ in, Vbiumenver- 
de„ Elirton der vioiett bis I^T^ ot^tJ^S^T? """S" 0 ™ 6 " ^efcnge,, bis zur begin™. 



0,5 % - 1 % Hyperosid 

< 0,01 % Quercetin 
<0,01 % l3.U8Biapigenin 

< 0.01 % Amentoflavon 
is < 0,02 % Hypericin 
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< 0,02 % Pseudohypericin 
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eine^r^S "* 7 kg 96 ^gem Ethano. versetzt und 

gleichen Weise noch e.^^ T Und der ^"Ockttnd in der 

wird der Trockenruckstand besUmn^a^^ W6rd6n Vereinist ' und mit ein « m ali ^°t 

231 g Trockenextrakt aus 1' kg S D^S^i!!i^^T^ ^ %> 6ntSprechend einer ****** ™ 
hait 5.3 %. Es warden der E^^XSJ^^^ ^ »*™*+. 
bei Raumtemperatur wird eine Stunde lanr. opmhrt n«»«*. ■ J/Ju > \- ' Trockenextr akt = 1 :2) zugegeben, und 
JOsung bei s7c unter verm intern Sr5j?2^2? TU*?' ™ Rter ab 9 esau 9 t und erhaltene Extra*- 
trocknet. Es resultieren iS T V^n^ ^^T"^- ES W,rd ansch,ie0end 45°C im Vakuum nachge- 
Gesarrt-Hyperfonngehatt bei 8 7 % d,6S8m " e9t der G ^-Hypericingehalt unter 0.015 %. L 
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Sauleeluieren.diesfchnac^^^ "nfraktioniert aufgegangen. bis Zonen von der 

Oder grOn farben (HyperfdftO.^^ mit ^nost-Reagens am Tageslicht biau 

tionen erhalten-R^nn 1 a 7,7Z _=_„!™ ni ! " nen wenaen 9 etrennt aufgegangen. Es werden so zwei Frak- 
. 9/.2 % des emgesetzten Extraktes. und Fraktion 2, 0,5 % des eingesetzten Extraktes. VWkh- 
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rend Fraktion 2, die die Hypericin- Deri vate enthait, verworfen wird.wird die hypericinarme Oder auch hypericinfreie 
Fraktion 1 zur Trockne eingeengt und gegebenenfalls nachgetrocknet. Die so erhaitene Trockensubstanz stent den 
erfindungsgemaSen Trockcnextrakt mit vermindertem Gesamt-Hypericingehait dar. 

Die Wirkung eines handelsublichen Extraktes mit einem Gesamt-Hypericin-Gehalt von 0,17 % (Extrakt A) wurde 
mitdem gemSB Beispiel 1 hergestellten, hypericinarmen Extrakt (Extrakt B) verglichen. Dieser enthait Gesamt-Hyperi- 
cin in einer Menge, die bei der analytischen Nachweisgrenze lag, namlich unter 0,015 Gew.-%. 

Zum Nachweis der Wirksamkeit des erfindungsg'emaB hergestellten Extrakts wurde dessen Serotonin-Rezeptor- 
antagonistische Wirkung gepruft. und zwar am ModeJI des 5-HT 3 -Rezeptors. 

Das Vorhandensein und die physiologische sowie die.pathologische Bedeutung solcher Serotonin-Rezeptoren 
wurde erstmals 1985 von Richardson et ai. (Nature; Vol. 316; 126-131) postuiiert und seitdem wurden zahlreiche 5- 
HT 3 -Rezeptorantagonisten entwickelt wie z.B. ICS 205-930, MDL 72222, Odansetron, GR 65 630, Granisetron u.a.. 
Solche 5-HT 3 -Rezeptorantagonisten zeigen unter anderem auch die fur die Johanniskraut-PrSparate bekannten Wir- 
kungen gegen psychovegetative Stdrungen, depressive Verstimmungszustande, Angst und nervdse Unruhe etc.. Es 
liegt deshaib nahe, daB zusatziich zu den bekannten Monoaminoxidase-hemmenden Wirkungen auch die antagonisti- 
sche Wirkung der Johanniskrautinhaltsstoffe gegen 5-HT 3 -Rezeptor-vermittelte Prozesse fur die Wirksamkeit der 
Extrakte dieser Arzneipflanze verantwortlich ist. 

Mannliche Mause (NMRI) mit Kfirpergewicht zwischen 20 und 30 g dienten als Versuchstiere. Angewendet wurde 
eine von Saxena R.R. und Lawang A. (Arch, int Pharmacodyn.; 277; 235-252, 1985) beschriebene Methode. Bestimmt 
wurde der EinfluB eines bekannten HT 3 -Rezeptorantagonisten (Cisapride) und der Extrakte A und B auf die durch 
Serotonin (0,25 mg/kg i.v.) induzierten Bradykardien in narkotisierten Tieren. Die PrOfsubstanzen wurden immer 30 
min. vor der Serotoningabe i.p. appliziert. . 

Die erhaltenen Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt: 



PrOfsubstanz 


Dosis 


% Hemmung der Seroto- 
nininduzierten Bradykar- 
dien 


Extrakt A (handelsublicher Extrakt) 


500 


61 




300 


10 


Extrakt B (gemaB Beispiei 1) 


500 


.81 




100 


70 




30 


0 


Cisapride (Vergleich) 


5 


80 



Die Untersuchungsergebnisse zeigen, daB der erfindungsgemaB hergestellte Extrakt nicht nur hypericinarm ist 
und 5-HT 3 -antagonistische Wirkungen besitzt, sondern auch in den Aktivkomponenten der Arzneipflanze (z.B. Hyper- 
forin) angereichert ist. die fur die 5-HT 3 -rezeptorantagonistische Wirkung verantwortlich sind. Obwohi der Vergleichs- 
extrakt A mehr als die 10fache Menge an Hypericin enthait ist seine Wirkungsstarke mindestens 5mal schwScher als 
diejenige des erfindungsgemaB hergestellten Extrakts B. 

Die Befunde, daB die Johanniskrautinhaltsstoffe die 5-HT 3 -Rezeptorfunktionen antagonisieren, erOffnen eine 
Reihe von neuen therapeutischen Anwendungen der Zubereitungen dieser Arzneipflanze fur die Therapie verschiede- 
ner Erkrankungen, die nicht unbedingt mit depressiven Verstimmungszustanden etc. einhergehen. Soiche Erkrankun- 
gen sind u.a. Migrane, Erbrechen und andere gastrointestinaie Storungen. 

Patentanspruche 

1. Trockenextrakt aus dem Kraut von Hypericum perforatum L (Johanniskraut), gekennzeichnet durch einen gegen- 
uber dem Gesamt-Hypericingehait der als Ausgangsmaterial eingesetzten Droge verminderten Gesamt-Hypericin- 
gehait von weniger als 0,1 Gew.-% und durch einen gegenOber dem Gesamt-Hyperforingehalt der als 
Ausgangsmaterial eingesetzten Droge erhOhten Gesamt-Hyperforingehalt von mindestens 5 Gew-%. 

2. Trockenextrakt nach Anspruch 1 , gekennzeichnet durch einen Gesamt-Hypericingehait von weniger als 0 03 Gew - 
%. 
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3. Trockenextrakt nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB er hypericinfrei ist. 

4. Trockenextrakt nach einem der AnsprOche 1 bis 3. gekennzeichnet durch einen Gesamt-Hyperforingehalt von min- 
destens 10 Gew.-%. 

5. Psychovegetativ und antidepressiv wirksames Arzneimittel. enthaltend einen Trockenextrakt gemas einem der 
AnsprOche 1 bis 4, gegebenenfalls zusammen mil Oblichen, pharmakologisch vertrSglichen Hilfs- und Zusatzstof- 
fen. 

6. Verwendung des Trockenextrakts gemaB einem der AnsprOche 1 bis 4 zur Hersteliung psychovegetativ und anti- 
depressiv wirksamer Arzneimittel. 
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30 



7. Verwendung des Trockenextrakts gemaB einem der AnsprOche 1 bis 4, gegebenenfalls zusammen mit Qblichen 
pharmakologisch vertraglichen Hilfs- und Zusatzstoffen, zur Hersteliung eines Arzneimittels mit Serotonin-antaao^ 

75 nistischer Wirksamkeit. a 

8. Verfahren zur Hersteliung eines Trockenextrakts aus dem Kraut von Hypericum perforatum I bei dem eine frische 
Oder schonend getrocknete Johanniskrautdroge mit waflrigem Ethanol extrahiert wird und aus dem so erhaltenen 

. Flussigextrakt in an sich bekannter Weise ein Trockenextrakt gewonnen wird, dadurch gekennzeichnet daB dem 
Flussigextrakt Polyvinylpyrrplidon oder Aktivkohle zugesetzt und gerQhrt wird, anschiieBend filtriert wird und die 
erhaltene Losung zur Trockne eingeengt und gegebenenfalls nachgetrocknet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. daB dem Flussigextrakt 30 bis 200 % Pplyvinylpyrrolidon 
bezogen auf die Masse des Trockenextrakts, zugesetzt werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB dem Flussigextrakt 5 bis 50 % Aktivkohle, bezogen auf 
die Masse des Trockenextrakts, zugesetzt werden. 

1 1 . Verfahren zur Hersteliung eines Trockenextrakts aus dem Kraut von Hypericum perforatum L . bei dem eine frische 
Oder schonend getrocknete Johanniskraut-Droge mit waBrigem Ethanol extrahiert und der erhaltene Flussigextrakt 
(Pnmarextrakt) durch Abziehen des Losungsmittels unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt wird 
dadurch gekennzeichnet, daB der Primarextrakt in einem Dioxan-Wasser-Gemiseh gelost und die so erhaltene 
Losung. saulenchromatographisch unter Verwendung von Dioxan/Wasser als Eluens in zwei Fraktionen aufge- 
trennt wtrd. wonach die zuerst aufgefangene Fraktion, die einen "verminderten Gesamt-Hypericingehalt aufweist 

35 zur Trockne eingeengt und gegebenenfalls nachgetrocknet wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet. daB der Primarextrakt in einem Gemisch aus 7 Volumteilen 
Dioxan und 3 Volumteilen Wasser gelost wird. 

( | 40 13. Verfahren nach Anspruch 1 1 oder 12. dadurch gekennzeichnet, daB als Eluens fur die saulenchromatographische 
( Trennung em Gemisch aus 7 Volumteilen Dioxan und 3 Volumteilen Wasser verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der AnsprOche 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die saulenchromatographische 
Trennung als Gelchromatographie durchgefOhrt wird. 

15. Verfahren zur Hersteliung eines Trockenextrakts aus dem Kraut von Hypericum nennmtnm i bei dem eine frische 
oder schonend getrocknete Johanniskraut-Droge mit waBrigem Ethanol extrahiert wird, dadurch gekennzeichnet 
daB der so erhaltene FlOssigextrakt (Primarextrakt) zwischen n-Butanol und Wasser verteilt wird. sodanri die n- 
Butanol-Phase zur Trockne eingeengt und anschiieBend gelchromatographisch fraktioniert wird. 

1 6. Verfahren nach einem der AnsprOche 8 bis 1 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Droge mit 50 bis 96 Gew -%igem 
Ethanol extrahiert wird. 

Claims 

S5 

1 . A dry extract from trie leaves of hypericum perforatum I . (St. John's wort), characterized by a total content of hyper- 
icin of less than 0.1% by weight, being reduced as compared with the total content of hypericin of the drug used as 
a starting material, and a total content of hyperforin of at least 5% by weight, being increased as compared with the 
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total content of hyperforin of the drug used as the starting material. 

2. The dry extract of claim 1 , characterized by a total content of hypericin of less than 0.03% by weight. 

3. The dry extract of claim 2, characterized by being free of hypericin. 

4. The dry extract of any one of claims 1 to 3. characterized by a total content of hyperforin of at least 1 0% by weight. 

5. A pharmaceutical composition being psychovegetatively and antidepressiveiy effective containing a dry extract 
according to any one of claims 1 to 4, optionally together with conventional, pharmacologically acceptable auxiliary 
agents and additives. 

6. Use of the dry extract of any one of claims 1 to 4 for the manufacture of psychovegetatively and antidepressiveiy 
effective pharmaceutical compositions. 

7. Use of the dry extract of any one of claims 1 to 4, optionally together with conventional, pharmacologically accept- 
able auxiliary agents and additives, for the manufacture of a pharmaceutical composition having serotonin-antag- 
onistic activity. 

8. A process for the manufacture of a dry extract from the leaves of hvoericum perforatum L . comprising extracting a 
fresh or mildly dried drug of St John's wort with aqueous ethanol and recovering from the thus obtained liquid 
extract a dry extract in a per se known manner, characterized in that polyvinylpyrrolidone or activated charcoal is 
added to and stirred with said liquid extract, subsequently filtered, and the resulting solution is evaporated to dry- 
ness and, optionally, post-dried. 

9. The process of claim 8, characterized in that 30 to 200% polyvinylpyrrolidone, based upon the mass of said dry 
extract, are added to said liquid extract 

1 0. The process of claim 8. characterized in that 5 to 50% activated charcoal, based upon the mass of said dry extract, 
are added to said liquid extract 

1 1. A process for the manufacture of a dry extract from the leaves of hvoericum perforatum L . comprising extracting a 
fresh or miidiy dried drug of St John's wort with aqueous ethanol and evaporating the obtained liquid extract (pri- 
mary extract) to dryness by means of evaporating the solvent under reduced pressure, characterized in that said 
primary extract is dissolved in a mixture of dioxane and water and that the thus obtained solution is separated into 
two fractions by column chromatography using dioxane/water as an eluent, that thereafter the fraction first recov- 
ered which has a reduced total content of hypericin, is evaporated to dryness and, optionally, post-dried. 

1 2. The process of daim 1 1 , characterized in that said primary extract is dissolved in a mixture of 7 parts by volume of 
dioxane and 3 parts by volume of water. 

13. The process of claim 1 1 or 12, characterized in that a mixture of 7 parts by volume of dioxane and 3 parts by vol- 
ume of water is used as said eluent for the separation by means of column chromatography. 

14. The process of any one of claims 1 1 to 13. characterized in that said separation by means of column chromatog- 
raphy is conducted as a gel chromatography. 

1 5. A process for the manufacture of a dry extract from the leaves of hypericum perforatum L . comprising extracting a 
fresh or mildly dried drug of St John's wort with aqueous ethanol, characterized in that the thus obtained liquid 
extract (primary extract), is partitioned between n-butanol and water, said n-butanol phase is then evaporated to 
dryness and, subsequently, is fractioned by means of gel chromatography. - 

1 6. The process of any one of claims 8 to 15. characterized in that said drug is extracted with ethanol having a concen- 
tration of 50 to 96% by weight 

Revendications 

1 . Extrait sec de la plante herbacSe de Hypericum perforatum L. (millepertuis), caracterisS par une teneur en hyperi- 
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EP 0 599 307 B1 

mofn^nf i 5 *** P Z raPP ° rt * ' a t6neUr e " h yP ericine totala de la drogue utiiisee comme matiere premise de 
S?h. ta h ^ £ 6t ^ UnS t6neUr e " "VP 6 * 3 ™ ^aie. accrue par rapport a la teneur en h^ er £ine 
totalede la drogue utihsee comme matiere premiere, d'au moins 5% en poids. nypenonne 

5 2. Extrait sec selon la revendication 1 . caracterise par une teneur en hypericine totale de moins de 0.03 % en poids. 

3. Extrait sec selon la revendication 2. caracterise par ie fait qufl est exempt d'hypericine. 
io. 4 " enToidr S6l0n , Une rSVendicati0nS 1 k 3 ' caract 6rise par une teneur en hyperforine totale d'au moins 10 % 



S " l^fiTo!.? V*™? psych ° v6 9^e et anti-depressive, contenant un extrait sec selon Tune des revendications 
1 a 4, eventuellement conjointement avec des adjuvants et additifs pharmacologiquement acceptables clas^fqui 

15 6 ' SE^ST" ^ r6Vendicati0ns 1 * 4 P« la P-P— o" ^icament a actMte psy- 

7 ' et d-S^ , ' 6 ? rait SeC ! Se '° n '' Une d6S revendications 1 a 4 - Eventuellement conjointement avec des adjuvants 

8 ' d^St^iliS?? 8 ^! TS SSC d6 ' a P ' ante herbaG6e de ""^""^ffl' dans lequel une 
^" lepert " ,S fra,che ou s6chee avec management est extraite avec de I'ethanol aqueux et un exLt sec 

2£?r ? T, ( ?° n . nUe 6,1 501 3 Partr dS ,,extrait liquide ^"^ obtenu - ^acterise par le fait qu'on ajoute a 
I erfrat _i.qu.de, de la polyvinylpyrrolidone ou du charbon actifet on agite. ensuite on filtre et on concentred* 
siccite la solution obtenue et on precede eventuellement a un sechage final. 

9. Procede selon la revenfcication 8. caracterise par le fait qu'on ajoute a I'extrait liquide 30 a 200 % de polwinylovr- 
rolidone. par rapport a la masse del'extrait sec poiyvinyipyr 

30 

1 0. Proced§ selon la revendication 8. caracterise par le fait qu'on ajoute a I'extrait liquide 5 a SO % de charbon actif par 
rapport a la masse de I'extrait sec. ,H 
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35 



40 



45 



droona ri^nvn P ^ t a * ait 860 de ,a P ' arite herbac,§e de Hvparfaim Mrihmt, ■ dans lequel une 

drogue de m^epertuis fraiche ou sechee avec menagement est extraite avec de I'ethanol aqueux et I'extrait liquide 
obtenu (extrart pr,ma.re) est concentre jusqu'a siccite par elimination du solvant sous pression redurte caracterise 
par le fart que I extrait primaire estdissous dans un melange dioxanne-eau. et la solution ainsi obtenue est separee 
en deux fractions par chromatographie sur colonne avec utilisation de dioxanne/eau comme eluant. apres quoi la 
fraction recue,lhe en premier, qui preserrte une teneur en hypericine totale abaissee, est concentree jusqu'a siccite 
et eventuellement soumise a un sechage final. 

12. Procede selon la revendication 11. caracterise par ie fait que I'extrait primaire est dissous dans un melange de 7 
parties en volume de dioxanne et 3 parties en volume d'eau. 

13. Procede selon la revendication 1 1 ou 12. caracterise par le fart qu'on utilise comme eluant. pour la separation par 
chromatographie sur colonne. un melange de 7 parties en volume de dioxanne et 3 parties en volume d'eau. 



14. 



so 



IS, 



ss 



Procede selon I'une des revendications 11a 13'. caracterise par le fait qu'on effectue la separation par chromato- 
graphie sur colonne sous forme de chromatographie sur gel. 

Proceed pour la preparation d'un extrait sec de la plante herbacee de Hypericum perforatum l_ dans lequel une 
drogue de millepertuis fraTche ou sechee avec menagement est extraite avec de I'ethanol aqueux. caracterise par 
le fait que lextrart hquide ainsi obtenu (extrait primaire) est reparti entre du n-butanol et de I'eau. apres quoi la 
phase de n-butanol est concentree jusqu'a siccite et ensuite fractionnee par chromatographie sur gel. 

1 6 ' ~ Sel ° n '"T d6S revendicati ° ns 8 a 15. caracterise par le fart que ia drogue est extraite avec de I'ethanol a 

ou a yfo % en poids. 
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European Patent Application No. 931 18997.1 
European Patent No. 0599307 

The invention relates to a dry extract from the leaves of Hypericum 
perforatum L (St. John's wort), in which the strongly photosensitising 
compounds of the naphthodianthrone type have been selectively 
depleted or entirely eliminated. The invention also relates to processes 
for the preparation of the dry extract and its use as a pharmaceutical 
composition. 

St. John's wort has long been used as a medicinal drug. More recently, 
the drug has also been used as a sedative and an anxiolytic and for the 
treatment of depression. Aqueous-ethanolic extracts of St. John's wort 
and oily preparations are ordinarily used therapeutically. 

The following constituents or groups of constituents have previously been 
isolated from St. John's wort: essential oils (0.1% - 0.3%), catechin tanning 
agents (approx. 1 0%), flavones and xanthones (2% -4%), 
naphthodianthrones (hypericines) (0.1%) and vegetable acids, in 
addition, the fresh plant and rapidly and mildly dried St. John's wort 
contain hyperforin (1 .0% - 1 .4%) and, to a lesser extent, adhyperforin. 
Hyperforin has marked antibiotic properties and appears to contribute 
towards the sedating effect of St. John's wort (cf. P. Maisenbacher, 
"Untersuchungen zur Analytik von Johanniskrautoi", Dissertation Universitat 
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Tubingen 1991). However, the occurrence of anthraquinones in St. John's 
wort has not been demonstrated. 

Hypericin, hyperforin and adhyperforin have the following structural 
formulae: 



Hypericin 
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The Federal public health office is writing a positive monograph "Hyperici 
herba" which, in addition to mentioning the sedative, anxiolytic and anti- 
depressive indications, also makes express reference to the side-effect of 
photosensitisation caused by St. John's wort. Hitherto, this has -chiefly 
been described in grazing animals (e.g. cattle, sheep, horses), in which 
the side-effect is frequently fatal. Individual cases, although not fatal, 
have also been described in humans (Hausen, B„ Allergiepflanzen - 
Pflanzenallergene, Handbuch und Atlas der allergieinduzierenden Wild- 
und Kulturpflanzen, ecomed, Landsberg-MOnchen 1988). 

For decades, hypericin and its derivatives were regarded as the principal 
agent in Hypericum perforatum. Consequently, considerable effort was 
made to produce pure hypericin from Hypericum perforatum (C. Czemy, 
Hoppe-Seyler-s Z. physiol. Chem. 73, 371 (1911)); (H. Brockmann, M.N. 
Haschad. K. Maier and F. Pohl, Naturwissenschaften 27, 550 (1939)); (N. 
Pace and G. Machinney, J. Am. Chem. Soc. 63, 2570 (1 941 )). In 1 950-51 , 
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Brockmann's team succeeding in definitively proving the structure of 
hypericin and achieved its total synthesis. 

The preparation of concentrated extracts has also been carried out with 
the aim of concentrating the hypericin (DE patent spec. 1 569 849). 
Niesel and Schilcher describe methods of concentrating extracts of 
Hypericum perforatum with the aim of obtaining a high proportion of 
hypericin (Arch. Pharm. 323 , 755 (1 990)). 

In accordance with these scientific results, Board E of the Federal public 
health office has drawn up a monograph (Bundesanzeiger no. 228 of 
5.12.84) in which the total amount of hypericin (hypericin and 
pseudohypericin), namely 0.2 mg to 1 mg, is taken as the basis for 
determining the daily dose for preparations of Hypericum, This differs - 
from comparable monographs in which, as a rule, only the amount of 
drug is used as the basis for the amount of preparation to be used. This 
shows that, in the areas of application of psychovegetative disorders, 
depression, anxiety and nervousness, the constituent hypericin was 
considered to be the sole cause of the effectiveness of hypericum- 
containing preparations. This is also confirmed in more recent literature 
(R. Hansel, Phytopharmaka, Springer Verlag, p. 260); (S. Niesel, H. 
Schilcher, Arch. Pharm. 323 , 755 (1990)); (Hypericum perforatum 
collected works, M. Wichtl, 1 983, p. 8). 

The object of the invention is to prepare a dry extract from St. John's wort 
which contains as little hypericin or similar photosensitising compounds as 
possible, but which nevertheless has the effectiveness hitherto ascribed 
to hypericin, and to provide processes for its preparation which can be 
carried out as simply as possible without requiring a lot of apparatus and 



by means of which it is possible to deplete hypericins very considerably, 
but to concentrate in the same extract desirable constituents such as 
hyperforin and adhyperforin which have no photosensitising potential. 

According to the invention, this object is achieved by the dry extract 
according to any one of claims 1 to 4, the processes according to claims 
8 to 1 6 and the use of the extract as a pharmaceutical composition. 

The invention is based on the surprising discovery that a hypericin-free or 
low-hypericin extract of Hypericum perforatum, simultaneously enriched 
with total hyperforin (hyperforin and adhyperforin), can be prepared 
both from an alcoholic primary extract solution by simply stirring with 
polyvinylpyrrolidone or activated carbon, and by column 
chromatography without a special separation requirement if a mixture of 
dioxan and water is used as an eluent. 

The extracts prepared according to the invention and the 
pharmaceutical preparations obtained therefrom have the great 
advantage of being free of the side-effects described for hypericin, but 
at the same time being fully effective as psychovegetative drugs and 
anti-depressants, this effectiveness evidently mistakenly having been 
attributed to hypericin until now. 

While commercial preparations contain extracts with a content of 0.12% 
to 0.64% total hypericin (data taken from the 1992 Rote L/ste [official 
German pharmacopoeia], preferred embodiments of the dry extract 
according to the invention are characterised by a total hypericin 
content of less than 0.1% by weight, preferably less than 0.03% by weight 
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or zero, and by an increased total hyperforin content which, depending 
on the starting drug, is at least 5%, preferably at least 1 0% by weight. 

The dry extract according to the invention is preferably used for the 
preparation of psychovegetatively and antidepressively effective 
pharmaceutical compositions which can be used both in human 
medicine and in veterinary medicine. Therefore, the invention also 
relates to psychovegetatively and antidepressively effective 
pharmaceutical compositions containing a dry extract according to the 
invention, optionally together with conventional, pharmacologically 
compatible auxiliary -agents and additives. These pharmaceutical 
compositions can be in the form of tablets, dragees, hard and soft 
gelatin capsules, in dissolved form as drops, etc. 

Surprisingly, it has been found that extracts according to the invention 
with a particularly high concentration of hyperforin and adhyperforin 
have strong serotonin-antagonistic activity/Extracts according to the 
invention with a high total hyperforin content are therefore used, 
particularly advantageously, as a pharmaceutical composition having 
serotonin-antagonistic activity, optionally together with conventional, 
pharmacologically compatible auxiliary agents and additives. 

In a preferred embodiment of the process according to the invention for 
the preparation of the dry extract, an alcoholic or aqueous-alcoholic 
total extract (primary extract) of a fresh or mildly dried drug of St. John's 
wort is mixed with polyvinylpyrrolidone (PVP) or activated carbon directly 
after filtering off the drug residue without intermediate drying, is stirred 
and then separated off from the PVP or activated carbon by filtration 
and dried. Surprisingly, it has been shown that the hypericins are very 



strongly adsorbed on PVP or activated carbon. Preferably, 30% to 200% 
PVP or 5% to 50% activated carbon is added to the liquid primary 
extract, in each case relative to the mass of the dry extract. 

In another preferred embodiment of the process according to the 
invention for the preparation of the dry extract, an aqueous-ethanolic 
total extract (primaiy extract) of St. John's wort drug is dissolved in a 
dioxan/water mixture, preferably in a volume ratio of 7:3, and 
fractionated by gel chromatography over commercial polysaccharide 
as a supporting material, e.g. over Sephadex LH-20. Surprisingly, it has 
been shown that the hypericins are the last substances to be eluted 
from the column when using dioxan/water as an eluent, also preferably 
in a volume ratio of 7:3. The eluate is collected, unfractionated, until the 
elution of the violet to crimson zones commences. This naphtho- 
dianthrone fraction is collected and discarded separately, while the 
previously collected eluate is evaporated to dryness and, optionally, 
post-dried. 

In a further preferred embodiment of the process according to the 
invention, an aqueous-ethanolic total extract of St. John's wort is initially 
apportioned between n-butanol and water. The n-butanol phase is 
evaporated to dryness and contains 35% to 40% of the total extract 
used. The water phase contains 60% to 65% of the total extract used, 
which contains the following: 
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0.5 % - 1 % hyperoside 

< 0.01 % quercetin 

< 0.01 % 13, 118 biapigenin 
<0.01 % amentoflavone 

< 0.02 % hypericin 

< 0.02 % pseudohypericin 



The dried n-butanol phase is then fractionated further by gel 
chromatography, as described above. 

(' 

In all the variations of the process according to the invention, the 

primary extract is preferably obtained by extraction of the drug with 
ethanol in a concentration of 50% to 96% (% by weight). 

Example 1 

1 kg mildly dried and coarsely powdered St. John's wort is mixed with 7kg 
ethanol in a concentration of 96% and stirred vigorously for one hour at 
55°C. Suction then takes place via a filter, and the drug residue is 
( extracted a second time in the same manner. The two extract solutions 

are combined, and the dry residue is determined using an aliquot. A dry 
residue of 23% is produced, corresponding to a yield of 231 g dry extract 
from 1 kg drug. The total hypericin content in this extract is 0.41%, and 
the hyperforin content is 6.3%. 1 15g polyvinylpyrrolidone (PVP : dry 
extract =1 : 2) is added to the extract solution and the mixture is stirred at 
room temperature for one hour. Suction then takes place via a filter, and 
the obtained extract solution is evaporated to dryness at 55°C under 
reduced pressure. Post-drying then takes place at 45°C in a vacuum, 
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resulting in 189g dry extract. In this extract, the total hypericin content is 
below 0.01 5%, and the total hyperforin content is 8.7%. 

Example 2 

1 kg mildly dried and and coarsely powdered St. John's wort is mixed 
with 7kg ethanol in a concentration of 60% and stirred vigorously for one 
hour at 55°C. Suction then takes place via a filter, and the drug residue is 
extracted a second time in the same manner. The two extract solutions 
are combined, and the dry residue is determined using an aliquot. A dry 
residue of 35% is produced, corresponding to a yield of 355g dry extract 
from 1 kg drug, with a total hypericin content of 0.13%. 35g activated 
carbon is added to the extract solution and the mixture is stirred at room 
temperature for one hour. Filtering then takes place again, and the 
solution is brought to dryness in the same manner as described in 
example 1 , resulting in 337g dry extract with a total hypericin content 
below 0.01 5%. 

Example 3 ■ . 

2 kg mildly dried and powdered St. John's wort is mixed with 20 kg 
ethanol in a concentration of 60% (% by weight) and stirred vigorously for 
one hour at 60°C. Suction then takes place via a filter, and the drug 
residue is again treated in the same manner. The two extracts are 
combined and evaporated to dryness at 60°C under reduced pressure. 
Post-drying then takes place at 45°C, resulting in 732.4g dry extract. 

One part by weight of this dry extract is dissolved in four parts by volume 
dioxan/water 7:3 (vol./vol.) while being gently heated. This solution is 
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applied to a chromatography column filled with Sephadex LH-20 and 
with dioxan/water 7:3 (vol./vol.). The ratio of starting extract to supporting 
material is 1 :13. The eluent is dioxan/water 7:3 (vol./vol.). The mixture is 
eluted and collected, unfractionated, until zones of the column elute 
which, after separation in the thin-layer chromatogram using Flavognost 
reagent, are coloured blue or green in daylight (hypericin derivatives). 
The latter zones are collected separately. Two fractions are thus 
obtained:- fraction 1 : 97.2% of the extract used, and fraction 2; 0.5% of 
the extract used. Whereas fraction 2, which contains the hypericin 
derivatives, is discarded, the low-hypericin or even hypericin-free fraction 
T is evaporated to dryness and, optionally, post-dried. The resulting dry 
substance represents the dry extract according to the invention with a 
reduced total hypericin content. 

The effect of a commercial . extract with a total hypericin content of 
0.1 7% (extract A) was compared with the low-hypericin extract (extract 
B) . prepared according to example 1 . The latter contains total hypericin 
in an amount close to the analytical detection limit, i.e. below 0.01 5% by 
weight. 

To demonstrate the effectiveness of the extract prepared according to 
the invention, its serotonin-receptor-antagonistic effect was tested on 
the model of the 5-HT 3 receptor. 

The presence and the physiological and pathological importance of 
these serotonin receptors was first postulated in T985 by Richardson et al 
(Nature, vol. 31 6. 1 26-1 31 ) and since that time numerous 5-HT 3 receptor 
antagonists have been developed, e.g ICS 205-930, MDL 72222, 
Odansetron, GR 65 630, Granisetron, etc. These 5-HTs receptor 
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antagonists also have, inter alia, the effects known from the St, John's 
vyort preparations in combatting psychovegetative disorders, depression, 
anxiety and nervousness, etc. It was therefore obvious that, in addition to 
the known monoamine oxidase-inhibiting effects, the antagonistic effect 
of the St. John's wort constituents against 5-HTs receptor-mediated 
processes is also responsible for the effectiveness of the extracts of this 
medicinal plant. 

Male mice (NMRI) with a body weight between 20g and 30g were used 
as test animals. A method described by Saxena R.R. and Lawang A. was 
used (Arch. Int. Pharmacodyn., 277 , 235-252, 1 985). The effect of a 
known HT3 receptor antagonist (Cisapride) and the extracts A and B on 
serotonin-induced (0.25 mg/kg i.v.) bradycardia in anaesthetised animals 
was determined. The test substances were always applied 30 mins. 
before the serotonin dose i.p. 

The test results obtained are summarised in the following table: 

Test substance Dose % Inhibition of the serotonin- 



induced bradycardia 



Extract A 



500 
300 



61 
10 



(commercial 
extract) 



Extract B 

(acc. to example 1 ) 



500 
100 
30 



81 
70 
0 



Cisapride 
(comparison) 



5 



80 
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The test results show that the extract prepared according to the 
invention is not only low in hypericin and has 5-HT 3 antagonistic effects, 
but is also enriched in the active components of the medicinal plant 
(e.g. hyperforin) which are responsible for the 5-HT 3 receptor-antagonistic 
effect. Although the comparative extract A contains more than 10 times 
the amount of hypericin, its potency is at least 5 times weaker than that 
of the extract B prepared according to the invention. 

The finding that the St. John's wort constituents antagonise the 5-HT 3 
receptor functions opens up a series of new therapeutic applications for 
the preparations of this medicinal plant in the treatment of various 
disorders not necessarily linked with depressive states, etc. These 
disorders include migraine, vomiting and other gastro-intestinal 
disturbances. • ..: 
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Claims ■ 

1 . A dry extract from the leaves of Hypericum perforatum L. (St. 
John's wort), characterised by d total hypericin content of less 
than 0.1 % by weight, being reduced in relation to the total 
hypericin content of the drug used as a starting material, and a 
total hyperforin content of at least 5% by weight, being increased 
in relation to the total hyperforin content of the drug used as a 
starting material, 

2. A dry extract according to claim 1 , characterised by a total 
hypericin content of less than 0.03% by weight. 

3. A dry extract according to claim 2, characterised in that it is free of 
hypericin. 

4. A dry extract according to any one of claims 1 to 3, characterised 
by a total hyperforin content of at least 1 0% by weight. 

5. A pharmaceutical composition being psychovegetatively and 
antidepressively effective containing a dry extract according to 

• any one of claims 1 to 4, optionally together with conventional, 
pharmacologically compatible auxiliary agents and additives. 

6. Use of the dry extract according to any one of claims V to 4 for the 
preparation of psychovegetatively and antidepressively effective 
pharmaceutical compositions. 
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7. Use of the dry extract according to any one of claims 1 to 4, 
optionally together with conventional, pharmacologically 

, compatible auxiliary agents and additives, for the preparation of a 
pharmaceutical composition having serotonin-antagonistic 
activity. 

8. A process for the preparation of a dry extract from the leaves of 
Hypericu m perforatum L . wherein a fresh or mildly dried drug of St. 
John's wort is extracted with aqueous ethanol, and a dry extract is 
recovered from the thus obtained liquid extract in a manner 
known per se, characterised in that polyvinylpyrrolidone or 
activated carbon is added to the liquid extract and stirred, filtering 
then takes place and the resulting solution is evaporated to 
dryness and, optionally, post-dried. 

9. A process according to claim 8, characterised in that 30% to 200% 
polyvinylpyrrolidone, relative to the mass of the dry extract, is 
added to the liquid extract, 

1 0. A process according to claim 8, characterised in that 5% to 50% 
activated carbon, relative to the mass of the dry extract, is added 
to the liquid extract. 

11. A process for the preparation of d dry extract from the leaves of 
Hypericum perforatum L . wherein a fresh or mildly dried drug of St. 
John's wort is extracted with aqueous ethanol, and the obtained 
liquid extract (primary extract) is evaporated to dryness by 
drawing off the solvent under reduced pressure, characterised in 
that the primary extract is dissolved in a mixture of dioxan and 
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water and the thus obtained solution is separated into two 
fractions by column chromatography using dioxan/water as an 
eluent, after which the fraction first collected, which has a 
reduced total hypericin content, is evaporated to dryness and, 
optionally, post-dried. 

A process according to claim 1 1 , characterised in that the primary 
extract is dissolved in a mixture of 7 parts by volume dioxan and 3 
parts by volume water. 

A process according to claim 11 or 1 2, characterised in that a 
mixture of 7 parts by volume dioxan and 3 parts by volume water is 
used as an eluent for separation by column chromatography. 

A process according to any one of claims 11 to 13, characterised 
in that separation by column chromatography is carried out as gel 
chromatography. 

A process for the preparation of a dry extract from the leaves of 
Hypericum perforatum L , wherein a fresh or mildly dried drug of St. 
John's wort is extracted with aqueous ethanol, characterised in 
that the thus obtained liquid extract (primary extract) is 
apportioned between n-butanol and water, the n-butanol phase 
is then evaporated to dryness and, subsequently, is fractionated 
by gel chromatography. 

A process according to any one of claims 8 to 1 5, characterised in 
that the drug is extracted with ethanol in a concentration of 50% 
to 96% by weight. 
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